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論文内容の要旨 
【背景】 
 虚血再灌流 (IR) に伴う組織傷害 (IRI) は、臨床の様々な場面で重篤な臓器不全の原因となっ
ている。IRIでは、血流の途絶とその後の急激な再開通によって過剰な活性酸素種 (ROS) の蓄積
が起こり、組織実質細胞の機能不全や細胞死を誘導する。 
これまで細胞死は、単純にアポトーシスと、それ以外の受動的な死であるネクローシスに分
類されていたが、近年、非アポトーシス死の中にも、特定の分子によって制御される死が複数存
在することが明らかになってきた。IRに伴う実質細胞の細胞死には、複数の制御された細胞死が
関与していると考えられている。中でも、フェロトーシスと呼ばれる新たな様式の死が、IRIの
増悪に重要な役割を担うことが報告され、フェロトーシス阻害剤の予防投与が IRIの病態を改善
できることが報告された。しかし医療の現場においては、虚血発症後 4時間以内の治療開始が重
要とされ、虚血後治療可能時間 (therapeutic time window) のより長い薬剤の開発が待望される。 
IRIでは、実質細胞の死に加え、好中球による炎症応答 (好中球細胞外トラップ, NET) も病
態形成に密接に関連する。NET形成は IRIをはじめとする様々な疾患の進展に関与することが明
らかにされ、NET阻害剤が新たな治療薬として注目を集めている。以上のような背景から、IR
に伴う組織傷害の治療には、複数の死を同時に抑制することが重要な可能性が考えられる。 
袖岡らの研究グループは、以前に、PKC阻害剤BM Iを構造展開し、過酸化水素による細胞死
に対する強力な阻害活性を有する化合物：IM-93の開発に成功した。本研究では、新たに開発し
たIM-93が阻害する細胞死様式の同定を試みるとともに、腎臓のIRIに対する治療効果を検討した。
その結果、IM-93は、尿細管細胞のフェロトーシスと浸潤好中球のネトーシスおよびそれに伴う
NET形成を阻害することにより、IRIの重症度を軽減できることを見出した。 
 
【結果】 
IM-93は酸化ストレスに伴う細胞死とフェロトーシスを抑制する 
 IM-93はH2O2による細胞死阻害活性を指標に開発された薬剤である。本研究では、このIM-93 
が抑制する細胞死様式を検討した。最初に、IM-93の、H2O2以外の酸化ストレス誘導物質による
細胞死阻害活性の有無を検討した。NIH3T3細胞を細胞死阻害剤存在下あるいは非存在下で、
tBHPで処理し、12時間後の細胞生存率を調べたところ、IM-93はH2O2だけでなく、tBHPによる
NIH3T3の細胞死も効率よく抑制できることがわかった。H2O2やtBHPによって誘導される酸化
ストレスによる細胞死は、形態学的にネクローシス様の死であることは分かっているが、詳細な
分子機構は分かっていない。最近、この酸化ストレスによる細胞死と関連する新たな制御性細胞
死としてフェロトーシスが定義された。フェロトーシスの最終的な実行因子は未だ不明だが、抗
酸化剤で抑制されることなどから、酸化ストレスの関与が指摘されている。我々は酸化ストレス
に伴う細胞死とフェロトーシスとの関連を明らかにするために、フェロトーシス阻害剤の、tBHP
誘導細胞死に対する阻害効果を検証したところ、DFOとFer-1は酸化ストレスに伴う細胞死を阻
害できることが分かった。さらに、IM-93のフェロトーシス抑制効果を調べたところ、IM-93はエ
ラスチンで誘導されるNIH3T3のフェロトーシスを抑制できることが明らかになった。以上の結
果から、我々は、酸化ストレスに伴う細胞死とフェロトーシスの間には共通のメカニズムが存在
すること、そして、IM-93はこの両方の細胞死を抑制できる、と結論づけた。 
 
IM-93はマウスの虚血再灌流傷害における急性腎傷害を抑制する 
 IRIでは、ROSによる実質細胞死は、病態を規定する重要な因子である。最近、IRIにおける実
質細胞死にはフェロトーシスが関与しており、フェロトーシス阻害剤の予防的投与が、IRIの程度
を軽減することが報告された。IM-93が、フェロトーシス、および酸化ストレスに伴う細胞死の
両者をin vitroにおいて強力に抑制することから、IR後の急性腎傷害 (AKI) において、IM-93が
有効な治療薬となり得る可能性が示唆される。そこで、IM-93と既存のフェロトーシス阻害剤の
腎虚血再灌流傷害における治療効果を比較した。 
 DTの腹腔内投与により、CD169遺伝子発現細胞を一過性に、かつ選択的に消失させたマウス 
(CD169-DTRマウス) に腎IRを行うと、腎臓に過剰な好中球が浸潤し、不可逆的な炎症が誘発さ
れ、IRの術後2日以内に全例が死亡することを、我々は以前に報告している。この劇症化AKIモデ
ルを用いて、IM-93とフェロトーシス阻害剤の治療効果を比較した。DTを投与したCD169-DTR
マウスに腎IRIを誘導し、再灌流の3時間後に薬剤を尾静脈内投与した。既知のフェロトーシス阻
害剤であるDFOやFer-1は、IR発症後に投与してもほとんど死亡率を改善できなかったが、一方、
興味深いことに、IM-93はIR発症後の投与でもAKIの死亡率を劇的に改善した。さらに、血清Cr
濃度で腎機能を評価したところ、DFO、およびFer-1投与群では、術後に腎機能が不可逆的に低
下することが分かった。一方、IM-93投与群では、血清Crが術後2日をピークに改善した。以上の
結果から、IM-93は虚血再灌流の誘導後に投与しても急性腎傷害を緩和できることがわかった。 
  
IM-93は炎症部位への好中球浸潤数には影響を与えない 
 DFO, Fer-1が、in vitroではフェロトーシス、および酸化ストレスに伴う細胞死をIM-93と同程
度に抑制するのに対して、IRに伴うAKIではIM-93だけが強い治療効果を発揮できる理由を考察
した。CD169発現マクロファージを消失させると、炎症部位への好中球浸潤が亢進し、AKIの劇
症化に寄与していることから、IM-93は、腎臓への好中球浸潤を抑制することによって、AKIに
おける炎症を緩和しているのではないかと考えた。そこで、DTを投与したCD169-DTRマウスに
IRIを誘導し、再灌流の3時間後にIM-93を尾静脈投与した。IR8時間後の腎臓における好中球の割
合をフローサイトメトリーと免疫組織化学的染色法を用いて調べた。IRの誘導により、vehicle投
与群では腎臓の好中球割合は増加していたが、AKIを改善するIM-93投与群では、予想に反して、
好中球の割合に有意な減少はみられなかった。また、免疫組織化学的染色法でも同様に、vehicle
投与群とIM-93投与群の好中球数に有意な差はなかった。これらの結果から、IM-93の腎IRIに伴
うAKIの炎症抑制効果は、炎症部位への好中球浸潤を阻害することよる効果ではなく、集積した
好中球の活性化状態および炎症応答を抑制することによるものである可能性が示唆された。 
 
IM-93は好中球の細胞外トラップ (NET) 形成を抑制する 
 炎症部位に集積した活性化好中球は、NETを形成し、NET形成を伴う好中球の死をネトーシス 
(NETosis) と呼ぶ。NET形成は病原性微生物の捕獲と殺菌に有効な一方で、過剰な顆粒タンパク
が2次的な組織傷害の原因となると言われており、IRIでは、この好中球のNET形成がさらなる組
織傷害を引き起こすと考えられている。 
 IM-93による急性腎傷害抑制は、好中球のNET形成阻害に依存するのではないかと考え、IM-93
のNET形成阻害効果をまずin vitroで検討した。ヒト末梢血好中球をPMAで刺激し、Hoechstと
SYTOX Greenで染色を行い、HoechstとSYTOX Greenが二重陽性の細胞をNET形成好中球と判
定した。PMAで刺激を行う30分前に細胞死阻害剤を添加して、好中球のNET形成に対する効果を
調べたところ、DFO、Fer-1はPMA刺激による好中球のNET形成を抑制しなかったが、IM-93で
は、その濃度依存的にNET形成好中球の割合が減少した。 
 続いて、IM-93による、好中球のNET形成阻害効果をin vivoで検証した。NET形成が起こると、
細胞外に吐き出されたヌクレオソームではヒストンがシトルリン化される。これを利用して、抗
シトルリン化ヒストン3 (CitH3) 抗体を用いて、免疫組織化学でNET形成を可視化したところ、
腎臓組織中のCitH3陽性好中球の割合は、IM-93投与群で有意に減少した。 
 以上の結果は、IM-93が活性化好中球のNET形成を阻害する機能を有することを示し、IM-93
の、他のフェロトーシス阻害剤に対する優位性は、炎症局所に集積する活性化好中球のNET形成
を阻害したことによるもの、と推察できる。 
 
IM-93は脂質過酸化を阻害することで酸化ストレスに伴う細胞死、およびNET形成を抑制する 
 次に、IM-93のNET抑制機序について検討した。好中球のNET形成は、NADPHオキシダーゼ
によるROS産生に依存することから、IM-93がROS産生を抑制する可能性を検討した。PMA刺激
したマウス好中球におけるROS産生を、ルミノール発光量を指標に定量したところ、PMAの刺激
により、RLUが急激に増加し、5分後をピークに減少した。NADPHオキシダーゼ阻害剤である
DPIが、PMA添加後のRLU増加を完全に抑制したのに対し、IM-93、およびフェロトーシス阻害
剤はほとんどROS産生を抑制しないことが確認された。この結果は、IM-93によるNET形成の阻
害が、NADPHオキシダーゼの抑制とは別の機序によることを示す。 
 我々の研究室では、最近、過酸化脂質の蓄積がNET形成のトリガーとなることを報告した。そ
こで、IM-93が脂質の過酸化を抑制することでNET形成を阻害する可能性を検討した。ヒト末梢
血好中球をPMAで刺激し、60分後の脂質過酸化物量をC11-Bodipyで定量した。PMA刺激は過酸
化脂質量が増加させることがわかり、IM-93やFer-1の事前処理はこの過酸化脂質量の増加を有意
に抑制した。一方、DFOで処理した好中球では脂質過酸化物の量はほとんど減少しなかった。以
上の結果は、IM-93が脂質の過酸化抑制を介して、NET形成を阻害した可能性を示唆する。  
 
【まとめ・考察】 
 本研究により、IM-93は、IRI発症 3時間後の投与でもAKIの予後を改善でき、therapeutic time 
window を延長する治療薬としての価値が特に高いことが示された。IM-93 の、他の細胞死阻害
薬に対する優位性は、腎実質細胞のフェロトーシスだけでなく、浸潤好中球のネトーシスも抑制
できる、多能性に由来すると考えられる。IRの病態形成には、組織傷害に伴って進行する浸潤好
中球による 2 次的な炎症反応もまた深く関与するが、浸潤好中球による組織傷害の直接の機序は
これまで分かっていなかった。本研究で我々は、IM-93が in vitroと in vivoでNET形成を阻害
することを示し、浸潤好中球の NET形成が AKI増悪の一因となることを明らかにした。この結
果は、尿細管上皮細胞のフェロトーシスを抑制するだけではなく、浸潤好中球の NET 形成も同
時に抑制することが、IRに伴う AKIの病態改善には重要である可能性を示唆する。 
 フェロトーシスの実行機構は未だ明らかではないが、過酸化脂質の蓄積が最終的なトリガーと
なる可能性が考えられる。また、当研究室では、脂質の過酸化が NET 形成のドライバーとして
働くことを報告している。この最新の研究結果は、脂質の過酸化によって誘導される細胞死が、
細胞腫によってフェロトーシスあるいはネトーシスという異なる表現型として現れる可能性を示
唆する。今後、IM-93 の細胞内標的分子の同定を進めることで、これまで別個の細胞死としてと
らえられていたフェロトーシスとネトーシスを、脂質の過酸化によって誘導される一つの細胞死
としてカテゴライズできる可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【用語集】 
 
  
AKI acute kidney injury, 急性腎傷害 
Cr  createnine, クレアチニン 
DFO deferoxamine, 鉄イオンのキレートによるフェロトーシス阻害剤 
DT diphtheria toxin, ジフテリア毒素 
Fer-1 ferrostatin-1, フェロトーシス阻害剤 (抗酸化剤) 
Hoechst 細胞核の染色に用いる蛍光物質 
IR ischemia-reperfusion, 虚血再灌流 
IRI IR-induced injury, 虚血再灌流に伴う組織傷害 
NET neutrophil extracellular trap, 好中球細胞外トラップ 
NETosis ネトーシス, NET形成に伴う好中球の細胞死 
PMA phorbol 12-myristate 13-acetate 
RLU relative light unit, 相対発光量 
ROS reactive oxygen species, 活性酸素種 
SYTOX Green 細胞外 2本鎖 DNAの検出に用いる蛍光物質 
tBHP tert-butyl hydroperoxide, 酸化ストレス誘導剤 
xCT シスチン/グルタミン酸トランスポーター 
エラスチン xCTトランスポーター阻害によるフェロトーシス誘導剤 
図 IM-93はフェロトーシスとネトーシスに共通する脂質の過酸化を抑制する 
 
 
審査結果の要旨 
 虚血再灌流による腎傷害では、初めに低酸素あるいは活性酸素によって、主に皮髄
境界部の尿細管上皮細胞に細胞死が起こる。続いて、細胞死を感知した免疫細胞が傷
害部位に集積して炎症を惹起することにより、さらなる組織傷害が起きると考えられ
る。最近、虚血再灌流に伴う実質細胞の死に、フェロトーシスと呼ばれる非アポトー
シス細胞死が関与していること、および、フェロトーシス阻害剤の予防投与が、虚血
再灌流傷害動物モデルの重症度を軽減することが報告された。しかし、臨床では多く
の場合、薬剤の予防投与は不可能であり、虚血再灌流後に実施しても効果のある治療
法の開発が望まれている。本研究で久保木さんは、酸化ストレスによる細胞死の特異
的阻害剤として開発された新規化合物が、酸化ストレスによる細胞死に加えて、フェ
ロトーシス誘導剤による細胞死も抑制することを見いだした。次に、同化合物の虚血
再灌流腎傷害モデルにおける治療効果を検討したところ、既存のフェロトーシス阻害
剤に比べて、有意に腎傷害の程度を改善することを見いだした。久保木さんは、この
化合物の生体における作用メカニズムを探索する過程で、この化合物が実質細胞のフ
ェロトーシスだけでなく、好中球特異的な細胞死であるネトーシスと、それに伴う
neutrophil extracellular trap形成を阻害することを見いだした。さらに、この化
合物が脂質酸化を阻害することによって、フェロトーシスとネトーシスの両方の細胞
死を阻害する可能性を示した。これらの知見は、これまで異なる細胞死として定義さ
れていたフェロトーシスとネトーシスに、脂質酸化という共通の実行メカニズムが存
在すること、および２つの細胞死の抑制が、虚血再灌流傷害の軽減につながることを
示しており、基礎医学および臨床医学の両面で価値の高い研究と評価できる。 
 これらの成果および質疑応答は、博士（生命科学）の審査の基準を十分満たしてお
り学位に値すると判断した。 
